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© Verf ahren zur elektrochemischen Hydrierung von Nicotin-amidadenin-dinucleotid. 

© 

Verfahren zur elektrochemischen Hydrierung von Nico- 
tinamid-adenin-dinucleotid (NAD©) zu NADH in waBrtger 
Losung und in Gegenwart einer Metallkomplexverbindung 
ais Elektronenubertrager. 
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r Verfahren zur elektrochemischen Hydrierung von Nicotin- 
araidadenin-dinucleotid 



Diese Erflndung betrifft ein Verfahren zur elektro- 
chemischen Hydrlerung von Nlcotlnamldadenln-dlnucleotid 
(NAD®). 

(8 

NAD spielt bekanntllch im Organlsmus bel vlelen unter De- 
hydrlerungen und Hydrierungen verlaufenden enzymatischen 
Prozessen die Rolle des Wasserstof f ubertragers . Bel Redox- 
reaktlonen reagiert das Coenzym NAD®/NADH dabel in folgen- 
der Weise: 

NAD® + 2H = >NADH + H®. 



Zahlreiche Enzyme und Mikroorganlsmen sind in der Lage, in 
Gegenwart von NADH die Reduktion ungesattigter Verbindun- 
gen zu bewirken. Diese Reduktionen, bel denen NADH wie 
beschrieben als Coenzym wirkt, haben bei einer groSen Sub- 
stratbreite den Vorteil einer hohen Stereospezif itat. Es 
1st deshalb wunschenswert , diese vortellhafte Wirkungs- 
weise ftlr eine gewerblich anwendbare Reduktion ungesattig- 
ter Verbindungen, insbesondere zur Herstellung chiraler 
Molekttle heranzuziehen. Eine derartige Moglichkeit last 
sich Jedoch nur dann wirtschaf tlich reallsieren, wenn das 
25 bei der Reduktion entstandene NAD® auf einfache Weise zu 
NADH regeneriert werden kann. 

Reduziert man NAD elektrochemisch zu NADH, so werden bei 
-1,1 Volt, bezogen auf die Kalomelelektrode, im wesent- 
lichen enzyminaktive Dimere geblldet. Da auch bei einem 
sehr negativen Potential von -1,8 Volt, bezogen auf die 
Kalomelelektrode, das NADH neben unwirksamen Dimeren und 
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'isomeren nur in 50 Ziger Ausbeute gebildet vrlrd, kommt die 
direkte elektrochemische Reduktion fttr die Regenerlerung 
von NAD® praktisch nicht in Betracht. 

Man hat deshalb schon vorgeschlagen, das NAD® durch eine 
indirekte elektrochemische Reduktion zu regenerieren, bei 
der man die Elektrolyse in Gegenwart eines Elektronenuber- 
tragers und eines zusatzliehen Enzyms, das die Elektronen- 
iibertragung auf das Coenzym NAD® katalysiert, durchfuhrt. 



So werden in Angew. Chem. 98 (1981) 897, in J. Org. Chem. 
46 (1981) 4622 sowie in J . Org. Chem. 46 (1981) 4100 Ver- 
fahren beschrieben, bei denen man als Elektronenubertr&ger 
Methylviologen oder trans-4,5-Dihydroxy-l, 2-dithian verwen- 
B det. Diese Methoden haben jedoeh den Nachteil, dafl die zur 
Katalyse der Elektronenubertragung notwendigen Enzyme 
empflndlich, schwer zu reinigen und nur mit aufwendigen 
Methoden zu isolieren sind. 

20 Es wurde nun gefunden, daB man die elektrochemische Hy- 

drierung yen Nicotinamidadenin-dinucleotld (NAD ) zu NADH 
in IS rig@? kBsung und in Gegenwart eines Elektroneniiber- 
trtgers erhepiieh. yorteilhaf ter durehfuhren kann, wenn man 
als Eiektronenaber^rage? Me t alikomplexve rb indungen verwen- 

t% det, 

Begonders geeignet slag Me tallkomplexverb indungen mit eir- 
neffl Reiuktionspotential nicht negativer als r-1,3 y"ol|, v©r= 
gugswei.se nicht negativer als -0,9 Volt, bezpgen auf die 

50 Ag/Agei--Elektr§de, Metallkemplexverbindungen der genannten 
Art enthaiten als Zentralateim z,§, Rh~ 3 Rh- •-, Ru > Ru , 
lp % , Ir lU , fe l% , ?e®, UJL S , Ni°, So™, und als Liganden 
z.B, 2 J 2'--Bipyridin, 4,4' .-Dimethyi=-2 , 2 ' -bipy r idin , 
I , 10-Phenanthrolin , 2,2' ,6' ,2— Terpyridin, Tetra^ 

35 azamakroeyelen, ein Porphyrin, ein Phthalocyanin oder NQ, ^ 
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"Von diesen Metallkomplexverbindungen, von denen solche mit 1 
organlschen Liganden bevorzugt sind, seien im einzelnen 
folgende Verbindungen genannt: Aquocobalamin. 

[Rh(bipy) 3 ] 3 ® X®, [Rh(bipy) 2 ]3© X ®, 

[Rh(bipy) 2 (H 2 0) 2 ] 3 ® X®, [NI(PPh 3 ) 2 ] 2 ® x|, 

[Rh(bipy) 2 (H 2 0)]® X 9 , [Ru(bipy) 3 ]3® x®, 

[Rh(bipy) 2 (0H) 2 ]® X°, [Pe(N0) 2 Cl] 2 , 

[Rh(bipy)(H 2 0)]® X G , [Co(NO) 2 Br] 2 , 

15 in denen X ein Anion, z.B. CI bedeutet. 

Das neue elektrochemische Verfahren wird vorzugsweise in 
einer geteilten Zelle bel Temperaturen bis zu 70°C, zweck- 
maBig bel 10 bis 50°C und elnem pH von 5 bis 10 durchge- 

20 fuhrt. Als Elektroden wird ein fur Elektrosynthesen ubli- 

ches Elektrodenmaterial verwendet. So sind z.B. Kathoden aus 
Metallen, wie Blei, Kupfer, Elsen und Nickel Oder Graphlt 
und Anoden aus Platin oder Graphit geeignet. Die Stromdich- 
ten betragen z.B. 1 bis 100 mA/cm 2 . Das Kathodenpotential be- 

25 tragt z.B. bis zu -1,3 Volt und liegt vorzugsweise zwischen 
-0,5 bis -0,9 Volt, bezogen auf die Ag/AgCl Elektrode. 

Die Elektrolyse wird in waSriger L5sung durchgefUhrt , wo- 
bei die LSsungen, z.B. auch LSsungsvermlttler , das sind 
30 mit Wasser mischbare organische LSsungsmittel, z.B. Alko- 
hole, wie Methanol und Ethanol oder Ether, wie Dioxan oder 
Dime thox ye than enthalten konnen. 



35 



Beisplelsweise wird die Urasetzung in einer waSrigen Losung 
von Tris-HCl-Puffer durchgefuhrt , das sind Ldsungen von 
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r Tri8-(hydr'Oxymethyl)-aminomethan J die durch Zugabe von 
Salzs&ure auf den gewtlnschten pH-Wert eingestellt werden. 

Man ftihrt die elektrochemische Hydrierung von NAD mit 
5 Hilfe der genannten Elektronentlbertrager zweckmafiig In 

Gegenwart der ungesattigten Verblndung, die durch das re- 
generierte NADH reduziert werden soil, sowie In Gegenwart 
solcher Enzyme durch, welche die Reduktion der ungesattig- 
ten Verbindungen durch NADH katalysieren, 

D 

Geeignete ungesattigte Verbindungen sind z.B. Ketone, wie 
Cyclohexanon, Methyl- Oder Ethylcyclohexanon, 2-Nor- 
bornanon, BIcyclo[3* 2. l]-2-octanon oder Acetophenon, sowie 
Aldehyde, Ketocarbonsauren oder Verbindungen mit 
15 -c=C-DoppelbIndungen. 

Geeignete Enzyme sind z.B. alle bekannten NADH- und NADPH 
(Nlcotinamidadenin-dinucleotidphosphat)-abhangigen Oxido-Re- 
duktasen, das sind Alkoholdehydrogenasen, wie HLADH (Horse- 
20 -llver-alkohol-dehydrogenase) , oder Aminosauredehydrogenasen. 

Nach dem erf indungsgemaSen Verfahren lafit sich die elektro- 
chemische Hydrierung von NAD® zu NADH besonders vorteil- 
haft durchftihren. So wird z.B. die Bildung von Dimeren des 
25 NAD® weitgehend verhindert, Aufierdem kann man das Ver- 
fahren auch In Abwesenheit von Enzymen durchftihren, die 
man bei den bisher bekannten Methoden zugesetzt hat, urn 
die Elektronentibertragung auf das NAD zu katalysieren. 

33 In den folgenden Beispielen wlrd das erf IndungsgeraaSe Ver- 
fahren am Beispiel der indirekten elektrochemischen Re- 
duktion von NAD® zu NADH mit Hilfe von Rh(bipy) 2 ® als 
Elektronentibertrager veranschaulicht , wobei als zu re- 
duzierende Verbindung Cyclohexanon verwendet wird, das in 
Gegenwart des Enzyms HLADH (Horse-liver-alkohol-dehydro- 
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'■genase) in Cyclohexanol ubergeftlhrt wird. Die dabei im 
Kathodenraum stattf indenden Reaktionen sind aus dem folgen- 
den Schema - ersichtlich: 




Der Elektronentlbertrager Tris[ 2,2' -bipyridyl] -rhodium- tri- 
15 chlorid geht dabei entsprechend der folgenden Gleichung 
durch Aufnahme von Elektronen an der Kathode in das Bis- 
[2,2' -bipyridyl]-rhodium-chlorid aber 

2 e G + [Rh(bipy) 3 ] 3e C1 3 G 

[Rh(bipy) 2 ] e CI 9 + bipy 

Belspiele 

25 

Die Elektrolyse vrurde in einer geteilten Elektrolysezelle 
mit einer Graphit-Kathode der Oberflache 6 cm 2 , einer 
Platin-Anode und einer Glasfritte als Diphragma bei Raum- 
temperatur, elnem pH von 9 und einem Potential von 
30 -950 mV, bezogen auf elne Ag/AgCl-Elektrode durchgefuhrt . 
Als Referenz-Elektrode dlente eine Ag/AgCl-Elektrode in 
gesattigtem waSrigen Kaliumchlorid. 
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Als Anolyt wurde eine 0,1 molare Losung von Tris-HCl- 
-Puffer in Wasser verwendet, die mit konzentrierter Salz- 
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""saure auf einen pH-Wert von 9 eingestellt wurde. Der 
Katholyt enthielt als StammlSsung die gleiche Losung wie 
der Anolyt'sowie die In der folgenden Tabelle angegebenen 
Mengen an Rh(bipy) 3 Cl 3> NAD®, Cyclohexanon und HLADH. 

5 

Die' Elektrolyseapparatur wurde vor Zugabe des Cyclo- 
bexanons mlt Argon gespttlt und wahrend der Elektrolyse 
unter einer Argonatmosphare belassen. Die Stromstarke be- 
trug anfanglich 10 bis 20 mA. 

10 

Bei den Beisplelen 1 und 2 wurde diskontinuierlich gear- 
beltet, d.h. es wurde erst nach der indlrekten elektro- 
cheraischen Hydrierung des NAD® zu NADH das Enzym HLADH und 
Cyclohexanon zum Katholyten gegeben und anschliefiend das 
5 Cyclohexanol bestimmt. Bel der kontlnuierlichen Arbeits- 
weise gemafl den Beisplelen 3, 4 und 5 wurde die Elektro- 
lyse In Gegenwart von HLADH und von Cyclohexanon durchge- 
ftlhrt und das Cyclohexanol gaschromatographisch bestimmt. 

20 Die Elnsatzzahlen und Ergebnisse slnd aus der folgenden 
Tabelle ersichtlich: 



25 



30 



35 



0096288 

BASF AkifengeseUschaft - 7 - 0. Z. 0050/35957 



TO 



15 



20 



25 



JZ 

c cc 

r-H- 
cm 

o « 

oj 5 
2: 

H\ 

«J Q 
n «c 

< 



O 

c ~ 

K O 
fl> E 
.C E 
O ^ 

O W) 
>» E 
O 



30 



3S 



0) 

S 



O 



< to 



c 
o 

c ~ 

X O 
<u £ 
-C E 
o ^ 

r-i 

>» E 

O 



f-l 

o 



< E 



cn 

o o 
>* E 

a e 



^ 50 



a; c. 



in 



in 
o 



in 
o 



in 
c 



oj 
cm 



OJ 

o7 



OS 
CM 



in 


ON 


on 


OJ 


c\ 


OJ 


CM 


on 




OJ 






•\ 






O 


O 


O 


O 


O 


in 


OA 


on 


OJ 


o\ 


cm 


OJ 


on 




OJ 



in 
I 

o 



tn 
I 

o 



in 
I 

O 



m 
l 

o 



o * o •* 

* oj *i OJ 
OJ w OJ w 



K X K 

m vjd 

*» ON •» O * 

*h * ,=r * oj 

" — ' on w cm -w 



o 



CN 



in 
o 



CM 

cn 
m 



6? 



in 
O 



00 

ON 



in w 



on 



vo 



o 

9 



OJ 



M3 
ON 



LTN 

o 



© 
o 



in 



m 

r-t 



rH O 



OJ 

O 



on 



o 



o 



us 
I 

OJ 



BASF AMiengessllschaft 



- 8 - 



0096288 

0.2- 0050/55957 



P Patentansprtiche 

1. Verfahren zur elektrochemischen Hydrierung von Nicotin- 
amid-adenin-dinucleotid (NAD®) zu NADH in wSfiriger 
5 LSsung und in Gegenwart eines Elektronentibertr&gers, 

dadurch p;ekennzeichnet s dafi man als Elektronenttber- 
tr^ger Metallkomplexverbindungen verwendet. 



2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dafi 
10 man Metallkomplexverbindungen mit einem Redukt ions- 
potential nicht negativer als -1,3 Volt, bezogen auf 
die Ag/AgCl-Elektrode, verwendet. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dafi 
15 man Metallkomplexverbindungen mit organischen Liganden 

verwendet . 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dafi 
man solche Metallkomplexverbindungen verwendet, die 

20 als Zentralatom Rh 1 , Rh 111 , Ru 1 , Ru 111 , Ir 1 , Ir 111 , 

Fe 11 , Fe°, Ni 11 , Ni°, Co 111 , Co und als Liganden 2,2 f - 
-Bipyridin, 4,4 ? -Dimethyl-2,2 f -bipyridin, 1,10-Phen- 
anthrolin, 2,2 T ,6 f , 2"-Terpyridin, Tetraazamakrocyclen, 
ein Porphyrin, ein Phthalocyanin oder NO enthalten. 
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